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(57) Abstract: The invention concerns the combined use of chemokine IP-10 and interleukin 12 as therapy against malignant tumors 
and the use of IP-10 to potentiate the anti-tumoral effect of IL-12. Said substances are immunomodulating proteins enhancing anti- 
tumoral response. Combined administration of both substances to mammals makes it possible to enhance anti-tumoral activity in the 
tumor carrying mammal. Administration of both substances can be realized by means of a recombinant protein prepared in-vitro or 
by means of expression systems or gene transfer expressing said substances. The combination of both substances has a synergistic 
effect in the specific induction of cytotoxic lymphocytes against tumors. Combination of both substances in adequate proportions 
and dose can be useful in the treatment of any type of cancer, for instance adenocarcinoma of the colon. 

(57) Resumen: La invencidn se relaciona con el uso combinado de la quimiocina IP-10 y la interleucina-12 como terapia frente 
a tumores malignos, asf como el uso de IP- 10 para potenciar el efecto antitumoral de IL-12. Estas dos sustancias son proteinas 
inmunomoduladoras que potencian la respuesta antitumoral. La administraci6n en marmferos de ambas sustancias en combinaci6n 
permite aumentar la actividad antitumoral en el mamifero portador del tumor. La administraci6n de ambas sustancias puede rea- 
lizarse mediante proteina recombinante preparada in-vitro o mediante sistemas de expresi6n o transferencia g6nica que expresen 
dichas sustancias. La combination de ambas substancias tiene un efecto sinergico en la inducci6n de linfocitos citotoxicos especi- 
fica frente a tumores. La combinaci6n de ambas sustancias, en las proporciones y dosis adecuadas para cada caso, puede ser titil 
para el tratamiento de cualquier tipo de cancer como por ejemplo el adenocarcinoma de colon. 
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receptor de quimiocinas CXCR3 (5-7). El patron de expresion del receptor 
CXCR3 explica que IP-10 sea capaz de atraer, al menos in-vitro, 
exclusivamente linfocitos T activados y celulas NK, pero no linfocitos virgenes 
(5, 8-10). Lineas celulares tumorales capaces de expresar establemente IP-10 
5 son rechazadas mediante mecanismos inmunitarios (11). Ademas, se ha 
demostrado que IP-10 posee propiedades antitumorales basadas en su 
capacidad para inhibir la angiogenesis tumoral (12-14). Dicho efecto 
angiostatico parece que no esta mediado por el receptor CXCR3 (15) y tiene 
gran importancia en los efectos antitumorales de IL-12 en algunos modelos 

10 animales (16). 

Otros genes de quimiocinas como el gen de linfotactina (17) o de MIP1-a 
(18) han sido transfectados en celulas tumorales donde, al expresarse y a pesar 
de atraer linfocitos T al tejido maligno, no se consigue el rechazo tumoral 
(17,18). Sin embargo la combinaci6n de dichas quimiocinas con otras citocinas 

15 0 moleculas coestimuladoras con capacidad para activar linfocitos, tales como 
IL-2, B7-1 e IL-12, tiene como resultado un destacado efecto antitumoral 
(17,19,20). 

La interleucina-12 es una citocina producida naturalmente por 
macr6fagos (21) y celulas dendriticas (22) que juega un papel central en la 

2 0 induction de las respuestas inmunes celulares (23). Se ha observado que la IL- 

12 es capaz de inducir efectos antitumorales importantes basados en la 
amplification de actividad citolitica por linfocitos T citotbxicos (CTL), 
diferenciacibn Th1, activation de c6lulas NK (21), e inhibition de la 
vascularization tumoral (24). Desafortunadamente los primeros intentos para 
25 probar la IL-12 recombinante purificada en clinica fracasaron debido a toxicidad 
dosis-dependiente (25,26). 

Descripcibn 

3 0 Para estudiar los efectos antitumorales in-vivo de IP-10 y su combination 

con IL-12, hemos optado por la transferencia genica mediada por adenovirus 
recombinantes defectivos. Para ello hemos generado un adenovirus 
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recornbinante defective que expresa la proteina IP-10 murina (mlP-10), 
AdCMVIP-10, mediante el sistema Cre-lox(27), y empleado un adenovinjs 
recornbinante defective que expresa IL-12 murina (AdCMVIL-12) y un 
adenovirus recornbinante defectivo que expresa el gen de la p-galactosidasa 
5 como adenovirus control, ambos generados en nuestro laboratorio 
anteriormente (28,29). En los tres adenovirus citados el transgen esta bajo 
control del promotor del Citomegalovirus (CMV). Como ejemplo de modelo 
tumoral in-vivo hemos utilizado la inyeccion subcutanea de celulas CT26 (linea 
celular de adeno-carcinoma de colon inducida por el carcin6geno N-nitroso-N- 

10 metiluretano en ratones BALB/c (H-2 d ) (30). Hemos demostrado experi- 
mentalmente que a resultas de un efecto sinergico de la expresion combinada 
de los genes IP-10 e IL-12 transferidos a las celulas malignas mediante 
adenovirus recombinantes ocurre el rechazo de nbdulos tumorales por un 
mecanismo inmunologico, de suerte que el efecto resultante de la combination 

15 es cuantitativa y cualitativamente distinto del obtenido con la transferencia 
genica de IP-10 o IL-12 por separado. 

Description detallada de la invention 

20 Cultivos celulares 

La linea celular 293 (celulas embrionarias de rin6n humano transfectadas 
de forma estable con la regi6n E1 perteneciente al adenovirus humano tipo 5, 
ECACC N° 85120602) permite que los adenovirus empleados, defectivos para 

2 5 esta regi6n del genoma adenoviral, puedan replicarse en el interior de las 

celulas 293. La Hnea celular HepG2 es una linea de hepatoblastoma humano. 
La linea celular Cre8, derivada de 293, posee un casete de expresion basado 
en el promotor del gen de la p-actina que controla el gen de la recombinasa Cre 
con una senal de localization nuclear N-terminal integrado establemente en la 

3 0 linea celular 293, y fue cedida por el Dr. S. Hardy (Universidad de California, 

San Francisco, USA). El medio de cultivo empleado para crecer estas lineas 
celulares fue DMEM completo (suplementado con suero de temera fetal al 10 % 
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(FCS) inactivado a 56°C, glutamina 2 mM, estreptomicina 100 U/ml, penicilina 
100 mg/ml). La linea celular CT26, gentilmente cedida por el Dr. K. Brand, Max- 
Planck-lnstitut fur Biochemie, Alemania, deriva de un adenocarcinoma colorectal 
de raton BALB/c y fue inducida por el carcinogeno N-nitroso-N-metii-uretano. La 
5 linea celular YAC-1 (ATCC) deriva de un linfoma inducido por el vims 
transformado de la leucemia Moloney de un raton A/Sn. La linea de 
mastocitoma humano P815 (H-2 d ) fue obtenida a traves de la ATCC. Estas 
Imeas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 completo (suplementado con 
suero de ternera fetal al 10 % (FCS) inactivado a 56°C, glutamina 2 mM, 

10 estreptomicina 100 U/ml, penicilina 100 mg/ml). 

Las celulas descritas fueron cultivadas en camaras incubadoras 
humidificadas a 37°C y en una atmosfera al 5% de C0 2 . 

Los reactivos para los cultivos celulares son de Gibco (Basilea, Suiza), y 
las placas de cultivo son de Greiner Labortecknik (Frickenhausen, Alemania) y 

15 TPP (Trasadingen, Suiza). 

Animates empleados 

En los estudios realizados se utilizaron ratones hembras BALB/c de entre 
20 5 y 8 semanas (Charles Rives, Barcelona). Durante el periodo de experi- 
mentation los animates fueron mantenidos en el animalario del Centro de 
Investigaci6n en Farmacobiologia Aplicada (CIFA) de la Universidad de Navarra 
de acuerdo con las normas que rigen en la institucibn. 

25 Construction de un adenovirus que expresa mlP-10, AdCMVIP-10 

Para la construcci6n de un adenovirus recombinante que exprese el gen 
murino IP-10 bajo control del promotor eucariotico del Citomegalovirus se utilizo 
el sistema Crelox (27). C6lulas de bazo obtenidas de una ratona BALB/c de 8 
semanas de edad se cultivaron in-vitro con medio RPMI completo en una placa 

3 0 de 10 cm de dtemetro (TPP, Trasadingen, Suiza) y se estimularon durante 3 
horas con lipopolisacarido a una concentration de 20 ng/ml (SIGMA, Madrid, 
Espana) mantenidas a 37°C y 5% de C0 2 . 
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A continuation se extrajo y purifico el ARN total de dichas celulas con la 
solucion desnaturalizante de proteinas Ultraspect™ (Biotecx Inc., Houston, TX, 
USA) seguida del metodo de Chomcznski y Sacchi (31). A partirde una muestra 
de 1ng de dicho RNA se realizo la tecnica de transcription inversa-reaccion en 
5 cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando un termociclador (Perkin-Elmer 
Gene Amp PCR system 2400) para obtener y amplificar el ADN complementary 
(cADN) de mlP-10. El ARN total fue transcrito (60 minutos a 37°C) con 400 
unidades de M-MuLV transcriptasa reversa (Gibco-BRL, Gaithersburg, Md, 
USA) en un volumen final de 40 (d de solucion salina 5x (250mM Tris-HCI pH 
10 8,3, 374 mM KCI, 15mM MgCI 2 ), suplementado con 5mM DTT, 0,5mM 
desoxirribonucle6tidos trifosfato (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania), 
48 unidades de inhibidores de ARNsas (Promega Co., MD, USA) y 400 ng de 
hexameros aleatorios (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Despues 
de desnaturalizar la transcriptasa reversa (95°C, 1 minuto), una alfcuota de 20 nl 
15 (Vg) del cADN fue utilizada para la amplificaci6n de IP-10 murino por PCR en 
60 nl de buffer de PCR (160nM (NH 4 ) 2 S0 4 , 670mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% v/v 
Tween 20) suplementado con 1,5 mM MgCI 2 , 2 unidades de Biotaq™ ADN 
polimerasa (Bioline, Londres, UK) y 1 M | 10mM de cebadores sentido y 
antisentido espetificos de mlP-10: SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO: 2. 
2 0 La amplification de cADN de mlP-1 0 se realiz6 con 25 ciclos (94°C, 64°C 

y 72°C durante 45 segundos por cada temperatura). 40 ul del producto de PCR 
fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% 
(p/v)tenido con bromuro de etidio. La banda obtenida se visualiz6 con una 
lampara de luz ultravioleta, se corto y extrajo del gel, y el producto de la PCR se 
25 purifico mediante el kit de purification de ADN, Ultrafree-DA (Amicon-Milipore, 
Madrid, Espana). El fragmento de 311 pares de bases correspondiente al cADN 
de mlP-10 se clono en el plasmido pGEM-T utilizando el PGEM-T vector system 
(Promega Co. Wl, USA) mediante una reaction de ligacidn a 14°C durante 12 
horas empleando una T4 ADN ligasa (Roche Diagnostics, Barcelona, Espana). 
30 Con el resultado de dicha Iigaci6n se transformaron bacterias competentes E. 
coli XL1-Blue Stratagen, La Jolla, Ca, USA) las bacterias transformadas se 
seleccionaron por su crecimiento en placas de Petri con medio LB con 
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ampicilina, ya que el vector contiene un gen de resistencia a este antibiotico. Se 
extrajo el ADN plasmi'dico de las bacterias positivas mediante la tecnica de 
MiniPrep (Qiagen, Alemania) para, posteriormente, digerir 2^g de dicho 
plasmido con las enzimas Sphl/Sall (Roche Diagnostics) y separar por 
5 electroforesis el resultado de dicha digestion en un gel de agarosa al 1,5% para 
comprobar la presencia del inserto. Los pl£smidos con el fragmento de 311 
pares de bases esperado se secuenciaron para descartar errores en la 
amptificacibn en un secuenciador automatic© ABI PRISM 310 (Perkin Elmer, 
Foster,CA, USA), utilizando el kit de secuenciacion Dye Rhodamine Terminator 

10 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer). El fragmento del plasmido PGEM-T/mlP- 
10 conteniendo el cADN de mlP-10 con la secuencia SEQ ID NO: 3 coincidi6 
con las secuencias SEQ ID NO: 4 y 5 descritas en la bibliografia (3, 4). Dicho 
fragmento se escindio mediante una digestion con las enzimas de restricci6n 
Sphl/Sall (Roche Diagnostics), el producto de la digestion se analizo en un gel 

15 de agarosa al 1,5%, la banda conteniendo el fragmento con el cADN de mlP-10 
se purifico con el Kit de purification de ADN Ultrafree-DA (Amicon-Milipore). Los 
extremos se completaron mediante la enzima Klenow (Roche Diagnostics )y se 
subclone en el plasmido pAdLox, previamente abierto con la enzima Bgl II 
(Roche Diagnostics y tratado con fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics), 

20 mediante una ligation a 14°C durante 16 horas con la misma enzima y 
condiciones que en el caso anterior. Con el resultado se transformaron bacterias 
competentes E. coli DH-5a (Clontech, Palo Alto, CA, USA) se seleccionaron las 
resistentes a ampicilina y purifico el ADN plasmldico de colonias seccionadas 
siguiendo las tecnicas descritas anteriormente. Se realizo un screening 

25 mediante una digesti6n con las enzimas de restricci6n Ncol y Smal (Roche 
Diagnostics) y el producto se separd en un gel de agarosa al 1,5% para 
comprobar la presencia y orientaci6n del inserto (cADN de IP-10 murino). 

El plasmido obtenido, pAdlox/mlP10, contiene un casete de expresi6n 
con mlP-10 bajo el control del promotor CMV seguido de la senal de 

3 0 poiiadenilacion (poliA), precedido por la secuencia de encapsidacion del 
adenovirus tipo 5 humano. Una vez purificado, el plasmido pAdlox/mlP-10 se 
cotransfecto en celulas Cre8 junto con el genoma purificado del adenovirus 
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recombinants defectivo ^5 (figura 1A), de acuerdo con los metodos utilizados 
por Hardy et al. (30), para generar un adenovirus recombinante defectivo que 
contenga el gen de mlP-10, AdCMVIP-10 (figura 1A). El sobrenadante 
resultado de dicha cotransfeccidn se amplified y analizo para comprobar la 
5 presencia de mlP-10 y descartar contamination residual con el virus vj/5 segun 
las tecnicas descritas y empleadas por los mismos autores (30,32). 

La tecnica RT-PCR fue utilizada para clonar el cADN del gen IP-10 
murino a partir de celulas de bazo de una ratona BALB/c estimuladas con LPS. 
El cADN de mlP-10 fue subclonado a continuation del promotor eucaridtico 
10 CMV y precediendo a una serial poliA en plasmido Padlox que contiene la serial 
de empaquetamiento adenoviral y y una regidn lox-P, todo el conjunto esta 
flanqueado por los ITR adenovirales. El adenovirus recombinante AdCMVIP-10 
fue generado mediante la co-transfecci6n del plasmido Padlox/IP-10 y el 
genoma del virus y5 (adenovirus defectivo en E1 y E3) en la llnea celular 293 
5 que expresa la recombinasa CRE (CRE8). La recombination a nivel de los sitios 
loxP catalizada por la recombinasa Cre dirige la generacidn de AdCMVIP-10. 

Preparation del lote de adenovirus recombinante de trabajo. 

El medio sobrenadante obtenido, conteniendo AdCMVIP-10, se utilizd 

o para amplificar el virus. Con 3ml de dicho sobrenadante por placa, se infectaron 
celulas 293 cultivadas en placas de 150 mm de diametro (entre 20 y 40 placas) 
a una confluencia del 80% durante 30 minutos a 37°C y 5% de C0 2 . Cuando las 
celulas presentaron efecto citopatico (2-4 dias) fueron recolectadas y 
centrifugadas a 1500 r.p.m. durante 10 min a 4°C, resuspendidas en Tris (pH 8) 

3 0.1 M (1 8ml) y almacenadas a -80°C hasta el proceso de purification del virus. 

Purificaci6n del adenovirus. 

El adenovirus, AdCMVIP-10, producido se purified mediante dos 
centrifugaciones en gradientes de cloruro de cesio y posterior dialisis del lisado 
» de las celulas previamente infectadas. Las celulas infectadas con AdCMVIP-10 
almacenadas se descongelaron y resuspendieron en 18-20 ml de Tris 0,01 M 
(pH 7,4) con deoxicolato sodico (SDS) al 10% en una proportion 10/1 (v/v) 
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durante 30 minutos a temperatura ambiente, este procedimiento se emptea para 
lisar las celulas. La solucion obtenida se sometio a un proceso de 
homogeneizado con un homogeneizador manual de cristal preenfriado, el 
proceso se realiz6 durante 5-10 minutos en hielo, una vez terminado el proceso, 
5 se obtiene una solucion homogenea en la que las celulas quedan totalmente 
disgregadas y el virus queda liberado del interior celular. A la suspension con 
el virus y restos celulares resultante se le anadieron 5,8 ml de una solucion 
saturada de cloruro de cesio por cada 10 ml de suspension viral. Esta mezcla se 
distribuyo en tubos de polihalomero para centrifugacion Quick-seal (Beckman 

10 Instruments, Ca, USA), los tubos fueron equilibrados con una error de + 0,5mg y 
sellados con calor. Los tubos fueron centrifugados durante 21 horas a 35.000 
r.p.m. a 4°C en un rotor de angulo fijo Beckman 50Ti en una ultracentrifugadora 
Beckman. Tras la centrifugaci6n los tubos se extrajeron y la banda conteniendo 
el virus (la banda tiene una densidad aproximada de 1,35gr/ml) fue extraida con 

15 una jeringa de 10ml atravesando el tubo desde una zona inferior a la banda. Las 
bandas de los diferentes tubos se anadieron a otro tubo Quick-seal con una 
solucion de cloruro de cesio saturada, de forma que el gradiente de densidad 
final abarcara desde 1,25gr/ml hasta 1,4gr/ml. y se someti6 a una centrifugacion 
identica a la anterior. La nueva banda obtenida se extrajo de la forma indicada y 

20 se dializb frente a 1 litro de solucion Tris 0,01 M (pH 8) durante 1-2 horas a 4°C 
en agitation por dos veces, este proceso permite eliminar los restos de cloruro 
de cesio t6xico para las c6lulas. A la soluci6n de AdCMVIP-10 concentrada se 
le anadib glicerol esteril (ICN, USA) como protector criogenico hasta una 
concentration final del 0,5% (v/v), alicuotada en tubos de 1ml (Costar) y 

2 5 almacenados a -80°C. 

Determination del titulo infectivo del adenovirus. 

Para determinar el titulo infectivo (unidades formadoras de placa, ufp) de 
la solucion de AdCMVIP-10 producida se empleo el m6todo de dilution limite en 

3 0 placas de 96 pocillos (TPP) con c6lulas 293 (32). Con este sistema se infectan 

celulas 293 (10 4 celulas por pocillo) con diluciones seriadas de la solucion viral 
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para determinar la maxima dilucion capaz de producir efecto citopatico. La 
titulacion se realiza por triplicado para cada virus. Los titulos obtenidos fueron: 
AdCMVIP-10: 3,2x1 0 12 ufp/ml 
AdCMVIL-12: 4,2x1 0 12 ufp/ml 
5 AdCMVLacZ: 2,1 1x10 12 ufp/ml 

Analisis por Western Blot de la proteina expresada por AdCMVIP-10. 

La expresion y secrecion de mlP-10 por AdCMVIP-10 se analizo 
mediante un ensayo de Western Blot a partir del sobrenadante de celulas 
o HepG2 infectadas con dicho adenovirus. Celulas HepG2 cultivadas en placas de 
10 cm de diametro y a una confluencia del 75-80% se infectaron con AdCMVIP- 
10 (MOI: 65) durante 1 hora a 37°C y 5% de C0 2 , bien se transfectaron con 
Padlox/IP-10 con Fugene™ (Roche) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante o se dejaron sin infectar (control negativo), las 3 placas se 
mantuvieron con 2ml de medio 1640 sin suero durante 36 horas a 37°C y 5% de 
C0 2 Los sobrenadantes con la proteina expresada se recogieron y concentraron 
usando Centricom YM-3 (Amicon, Milipore Co.). Las protefnas de las muestras 
se separaron por SDS-PAGE al 15% usando una solucidn tampbn Tris/Tricina 
(33) de acuerdo con el metodo de Laemmli (34) y se transfirieron de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante a una membrana Hybond-P (Amersham- 
Pharmacia Biotech Inc., Madrid Espana), que se bloqueo en PBS con un 0,1% 
(v/v)de Tween 20 (PBS-T) y un 5% (p/v) de leche desnatada (Nestle, Barcelona. 
Espana) a 4°C durante 16 horas. Despues de lavar la membrana 5 veces 
durante 3 minutos en agitacion con 60 ml de PBS-T, la membrana se incubo 
durante 1 hora a temperatura ambiente con una diluci6n 1/1000 de anticuerpo 
IgG policlonal de cabra frente a IP-10 de ratbn (Santa Cruz Biotechnology Inc. 
CA, USA) en PBS (Sigma) con un 0,01% de Tween 20 (Sigma) (PBS-T) y un 1% 
de leche desnatada (Nestle) La membrana fue lavada de la forma citada 
anteriormente e incubada con una dilucion 1/5000 de anticuerpo de burro frente 
a IgG de cabra conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Santa Cruz 
Biotechnologies Inc.) durante 1 hora a temperatura ambiente y lavada de la 
misma manera. Las membranas se revelaron con el kit de deteccidn ECL Plus 
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de Amersham-Pharmacia de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los 
resultados (figura 1B) muestran que la infeccion de celulas HepG2 con 
AdCMVIP-10 da lugar a la expresion de mlP-10 y su liberation al medio 
sobrenadante que es detectado con anticuerpos policlonales frente a mlP-10 
5 (calle 3). Tambien es posible detectar mlP-10 tras la transfeccion, mediante 
complejos de liposomas, del plasmido Padlox/IP-10 (calle 4). La proteina no es 
detectada en celulas no infectadas (calle 1). 10 ng de IP-10 recombinante de 
raton (R&D Systems, MN, USA) se emplearon como control positivo (calle 2). 

10 Analisis de la biofuncionalidad de mlP-10 expresado por AdCMVIP-10. 

Los ensayos de migracion de celulas a traves de una membrana 
permiten evaluar la capacidad quimiotactica de una substancia. Para verificar 
que la proteina expresada por AdCMVIP-10 es biologicamente activa, se 
realizaron ensayos de migracion de celulas T activadas, a traves de membra- 

15 nas de policarbonato, en respuesta a sobrenadantes de celulas HepG2 
infectadas con AdCMVIP-10. C6lulas de bazo obtenidas de ratones BALB/c se 
cultivaron en placas de cultivo de 10 cm de di£metro durante 2 horas a 37°C y 
5% de CO z con medio RPMI 1640 complete Tras este periodo de tiempo se 
recogio el medio que contiene las celulas de bazo no adherentes, esta 

20 suspension de celulas se hizo pasar por columnas de lana de nylon siguiendo el 
protocolo que aparece publicado en Current Protocols in Immunology (Wisley, 
USA) de forma que la soluci6n final obtenida solo contiene linfocitos T y celulas 
NK. Estas celulas T se cultivaron con RPMI1640 completo suplementado con IL- 
2 (20 lU/ml) (Peprotech) y activadas mediante la adicion al medio de cultivo de 2 

25 jig/ml de Con A (SIGMA), tras 2 dias las c6lulas se recogieron, lavaron y 
resuspendieron en medio RPMI 1640 al 0,5% de suero de ternera fetal y una 
concentraci6n de 6x1 0 6 celulas/ml. C6lulas HepG2 al 70-80% en placas de 10 
cm de dtemetro se infectaron a una MOI= 65 con AdCMVLacZ, AdCMVIP-10 o 
se mantuvieron sin infectar en medio RPMI 1640 al 0,5% de suero de ternera 

30 fetal. A las 48 horas se recogi6 el medio de las celulas infectadas y no 
infectadas. Los ensayos de migracion se realizaron en camaras de cultivo 
Transwell cell culture chambers (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) a traves 



WO 01/62274 



PCT/ES01/00066 



- 11 - 

de membranas de policarbonato de 6 urn de diametro, 10 de grosor, y 5 urn 
de tamano de poro siguiendo el protocolo descrito por Vicente-Manzanares et 
al. (35). En la camara superior de cada pocillo se depositaron las celulas T 
activadas (100 pi a 6x1 0 6 celulas/ml) y en la camara inferior los diferentes 
5 sobrenadantes obtenidos, IP-10 recombinante de raton (100 ng/ml) o sobre- 
nadante de celulas infectadas con AdCMVIP-10 con anticuerpos monoclonales 
neutralizante frente a IP-10 de ratdn (R&D) (2ng/ml). El ensayo se mantuvo 
durante 2 horas a 37°C y en una atmosfera del 5% de CO z Las membranas se 
fijaron en una disoluci6n al 1% (v/v) de glutaraldehido en PBS durante 1 hora y 

10 tefiidos, a continuation, en azul de toluidina al 0.5% (p/v) en una solucion de 
EtOH al 30% (v/v) en PBS. La cuantificacidn de celulas T que migran se lleva a 
cabo contando el numero de celulas adheridas a la cara inferior de las 
membranas de policarbonato; se contaron 10 campos microscopicos por pocillo. 
El experimento se realiz6 por triplicado. 

15 Como se muestra en la figura 2 el numero de celulas T activadas atraidas 

por los sobrenadantes de c6lulas infectadas con AdCMVIP-10 fue signifi- 
cativamente mayor que en los grupos control. Este efecto es neutralizado 
cuando se anade anticuerpo monoclonal frente a mlP-10 y no se aprecia en los 
sobrenadantes de celulas infectadas con AdCMVLacZ. Las diferencias 
20 significativas con una p<0.01 de acuerdo con el test de Mann-Whitney con 
ajuste de Bonferroni se indican con **. 

Tratamiento in-vivo de tumores establecidos con AdCMVIP-10. 

Para analizar la eficacia antitumoral de la transferencia genica de IP-10 

25 mediante AdCMVIP-10 se establecieron tumores mediante la inyeccion sub- 
cutanea, con jeringas de insulina (Becton-Dickinson, Espana), de 5x1 0 5 celulas 
de adenocarcinoma de colon CT26 resuspendidas en 50 (J de solucion salina 
(PBS) en el flanco derecho de ratones singenicos BALB/c. Despues de 10 dlas, 
cuando los tumores alcanzaron un diametro medio de 5-8mm, se dividieron 

30 aleatoriamente los animales en grupos y fueron tratados con 10 9 ufp de 
AdCMVIP-10 en un volumen de 50 \i\ de solucion salina (PBS), 10 9 ufp de 
adenovirus control (AdCMVLacZ) diluido en 50 nl de solucion salina (PBS) o con 
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50 |il de solution salina (PBS) mediante su inyeccion intratumoral con una 
jeringa de precision de 50|il Hamilton. El crecimiento de los tumores fue 
monitorizado durante mas de 60 dias midiendo dos diametros perpendiculares 
del tumor empleando un calibrador de precision. Aquellos animales con tumores 
5 que sobrepasaron 1.5 cm en ambos diametros tumorales o 2 cm en uno de sus 
diametros fueron sacrificados por razones eticas reguladas institucionalmente y 
se considero como muerte del animal. La inyeccibn intratumoral de AdCMVIP-10 
indujo la regresion tumoral completa en dos de los catorce ratones tratados y 
se aprecio un leve retraso en el crecimiento de algunos tumores en 
10 comparacion con los animales que recibieron suero salino o AdCMVLacZ, todos 
los tumores terminaron causando la muerte de los ratones en estos dos grupos. 
En la figura 3 se puede apreciar el seguimiento individual del di£metro tumoral 
medio de los animales de cada grupo. 

15 Tratamiento in-vivo de tumores establecidos mediante la combination 
AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 

Se ha descrito por los inventores de esta patente un potente efecto 
terapeutico antitumoral con la transferencia g6nica de la IL-12 mediante 
AdCMVIL-12 frente a adenocarcinoma de colon derivado de celulas CT26 

20 empleando dosis de 10 9 ufp y 10 8 ufp(36 f 37). Bajo estas condiciones, la 
inyecci6n intratumoral de AdCMVIL-12 permite la eradication tumoral en un 60- 
80% de los casos. Con vistas a evaluar la eficacia antitumoral de la combination 
de la transferencia g6nica de IP-10 e IL-12 se probo la eficacia antitumoral de la 
inyeccion de AdCMVIP-10 con dosis subterapeuticas de AdCMVIL-12 de forma 

25 que la sinergia entre ambas sustancias fuera mas evidente. Para ello se 
establecieron tumores mediante la inyeccion subcutenea de 5x1 0 5 celulas de 
adenocarcinoma de colon CT26 resuspendidas en 50 ^l de solution salina 
(PBS) en el flanco derecho de ratones singenicos BALB/c. Despues de 10 dias, 
cuando los tumores alcanzaron un dtemetro medio de 5-8mm f se dividieron los 

3 o animales en grupos y fueron tratados con: 

- 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 de solution salina (PBS), 
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- 5x10 8 ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVLacZ en un volumen de 50 
Hi de soluci6n salina (PBS) 

- 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 + 5x1 0 8 ufp de AdCMVLacZ en un volumen de 50 
Hi de solucion salina (PBS) 

5 - 5x1 0 8 ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 
y.\ de solucion salina (PBS) 

- 5x1 0 8 ufp de AdCMVIP-10 + 5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ix\ 
de solucion salina (PBS) 

- o con 50 \i\ de soluci6n salina PBS 

io Los resultados obtenidos, figura 4, demuestran que con la dosis 

subterapeutica de AdCMVIL-12 (7,5x1 0 7 ufp) sdlo se consiguid la desaparicion 
tumoral en 4 de 1 1 ratones tratados y al retraso del crecimiento tumoral en 
algunos casos. Por contra, la inyeccion intratumoral con una combinacion de 
AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 resultd en la regresidn tumoral de todos los 

15 tumores tratados con las dos dosis de AdCMVIL-12 utilizadas, 7,5x1 0 7 ufp (10 
de 10) y 5x1 0 7 ufp (5 de 5). Para descartar que estos resultados puedan estar 
relacionado con la combinacion de dos adenovirus independientemente de los 
transgenes expresados, se trataron otros dos grupos de animales, uno con 
AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ y otro con AdCMVIL-12 + AdCMVLacZ en sus 

20 dosis correspondientes (figura 4). En el grupo de animales tratados con la 
combinacion AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ no se produjo ningun rechazo 
tumoral, tan solo un retraso en el crecimiento tumoral en 3 de 10 casos. En el 
grupo de animales tratados con AdCMVIL-12 + AdCMVLacZ se obtuvo una 
regresion tumoral en el 40% de los casos (2 de 5) en concordancia con los 

25 resultados obtenidos con la inyeccion de AdCMVIL-12 a la misma dosis. Estos 
datos demuestran que la combinacidn de la transferencia genica de IP-10 en 
combinacion con la transferencia genica de IL-12 tiene como resultado una 
respuesta antitumoral muy importante que permite alcanzar el 100% de 
erradicacion tumoral en este modelo, y que la administration de IP-10 potencia 

3 o significativamente el efecto antitumoral de la IL-1 2. 
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Efecto a distancia de la combination IP-10 + IL-12._ 

Para comprobar si la combination IP-10+ IL-12 permite obtener la misma 
eficacia antitumoral en tumores distantes no tratados, se desarrollo otro modelo 
experimental mediante la jnoculacion bilateral de 5x1 0 5 celulas CT26 resus- 
5 pendidas en 50 \x\ de solution salina (PBS) en ambas regiones dorsolaterales t 
con el objeto de obtener dos tumores de manera simultanea. Dicho modelo 
reproduce la situation de un adenocarcinoma diseminado. Cuando estos 
nodulos tumorales alcanzaron un dtemetro aproximado de 5-6 mm, se dividieron 
en grupos, se procedio a la administraci6n intratumoral, en el tumor del lado 

10 derecho del animal, de AdCMVIL-12 (7,5x10 7 ufp), AdCMVIPIO (5x10 8 ufp) + 
AdCMVIL-12 (7,5x1 0 7 ufp) o solution salina y solution salina en todos los 
tumores del flanco izquierdo, el volumen inoculado fue 50}il en todos los 
tumores. Tras el tratamiento, los tumores fueron medidos dos veces por 
semana, durante 90 dias, para evaluar la regresion tumoral. Como se puede 

15 observar en la Tabla I, todos los ratones tratados con la combination IP-10 + IL- 
12 (6 de 6) rechazaron tanto los tumores tratados como los no tratados. Sin 
embargo en el grupo de ratones tratados con 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 en el 
tumor derecho solo se produjo una remisibn tumoral completa en dicho tumor 
tratado (1 de 6) y ninguna en los nbdulos distantes. En el grupo control tratado 

2 0 con PBS no se observ6 ningun rechazo tumoral. Podemos afirmar que ia 

combination de IP-10 + IL-12 permite obtener un potente efecto terapeutico 
frente a nbdulos tumorales distantes no tratados directamente lo que constituye 
una valiosa herramienta en el tratamiento de la enfermedad metastasica 
diseminada. 

25 

La transferencia g6nica de IP-10 e IL-12 tiene un efecto sinergico en la 
induction de actividad citotoxica especffica frente al tumor. 

Se ha demostrado que la transferencia genica de IL-12 induce la 
activaci6n de una respuesta citotoxica frente a las celulas tumorales (36,37). 

3 0 Para comprobar si la combination de IP-10 + IL-12 permite aumentar dicha 

respuesta se realizaron los siguientes experimentos. Ratones con tumores 
subcutaneos inducidos mediante la inyeccion de 5x1 0 5 c§lulas CT26 en 50 ^l de 
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solucion saiina en el flanco derecho fueron tratados, 10 dias despues de dicha 
induccion, con diferentes combinaciones de adenovirus (2-3 ratones por grupo): 

- 7,5x10 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ^il de solucion saiina (PBS), 

- 5x10 8 ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x10 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 
Ml de solucion saiina (PBS) 

- 5x1 0 8 ufp de AdCMVIP-10 en un volumen de 50 ul de solucion saiina (PBS) 

15 dias despues del tratamiento los bazos de estos animales y sus celulas 
utilizadas para medir la induccion de actividad citotoxica especifica frente a 
celulas CT26. Para ello los bazos de cada grupo de animales se disgregaron 
mediante el empleo de dos portas de vidrio esmerilado. A continuacidn se 
lisaron los globulos rojos mediante la suspension celular en 2 ml de solucion 
tampdn de lisis ACK (PBS con 0,83% (p/v) de (NH 4 )KCI 2 ). El homogeneizado de 
celulas de bazo se Iav6 mediante 3 centrifugaciones de 7 minutos a 340 g en 
un tubo de 50ml con 30 ml de medio RPMI 1640 limpio por lavado. A 
continuacidn se procedio a la re-estimulaci6n de las celulas durante 6-7 dias en 
placas de 24 pocillos cultivas con medio RPM1 1640 complete En cada pocillo 
se re-estimularon 7-8 x10 6 celulas de bazo con 7-8x1 0 5 celulas CT26 tratadas 
previamente, para inhibir su crecimiento, con 150 ug/ml de Mitomicina C (Sigma, 
Madrid, Espafia) durante 1 hora a 37°C. Despues de 6-7 dias de re-estimulacion 
se midi6 la actividad citotbxica de las celulas re-estimuladas mediante un 
ensayo de liberacidn del isdtopo radioactivo Cr 51 , previamente cargado en las 
celulas diana. Cuando las celulas diana son lisadas por las celulas T citotdxicas 
especificas frente a los anti'genos que dicha celula diana presenta asociados a 
las moleculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase I (38) las 
celulas liberan el isotopo radioactivo intracelular. Para su marcaje las celulas 
CT26 diana fueron incubadas con 100 uCi de Na 2 Cr s, 0 4 por cada 10 6 celulas 
durante 1 hora a 37°C. Despues de la captaci6n de esta sal de Cr 51 radioactivo 
las celulas se lavaron mediante 3 centrifugaciones de 5 minutos a 280 g en un 
tubo de 50ml con 30 ml de medio RPMI 1640 limpio por centrifugacion. Las 
celulas diana se resuspendieron en medio RPMI 1640 completo a una concen- 
tration de 5x10 4 celulas/ml y se sembraron 100 ul/pocillo de esta suspension en 
placas de 96 pocillos (5x1 0 3 celulas/pocillo). A continuacidn se aftadieron 
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diferentes cantidades de celulas T citotoxicas efectoras por pocillo de forma que 
las pro-porciones finales celula efectora/celula diana (E:D) fueron 100:1, 33:1, 
11:1 por cada grupo de tratamiento. En cada experimento se sembraron tres 
replicas por tratamiento y proporcion E:D. Las celulas diana incubadas junto con 
5 las efectoras se incubaron durante 5 horas a 37°C en una atmosfera con un 5% 
de C0 2 , despues se recogieron 50^1 de medio sobrenadante de cada pocillo y 
se midi6 la radioactividad (cuentas por minuto, cpm) en un contador estandar de 
radiacion-y (Packard). Se determino la liberacion espontenea de Cr 51 a partir de 
celulas diana cultivadas en ausencia de celulas efectoras en un mismo volumen 

10 final de medio e incubadas en las mismas condiciones y la liberacion maxima de 
Cr 51 a partir de c6lulas diana en las mismas condiciones que las anteriores, pero 
incubadas con un detergente que las lisa liberando todo el Cr 51 captado (Triton-X 
al 0.8%). El porcentaje de lisis celular especffica se calcul6 empleando la 
siguiente fbrmula matematica: 

15 % de lisis = 100x (cpm muestra - cpm espontenea)/(cpm maxima - cpm 
espontanea). 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5A, se observa que la 
combinacion de la transferencia g6nica de IP-10 + IL-12 induce la generation de 
una actividad citot6xica que ronda el 60% cuando se aplica un ratio E:D de 100 

20 a 1. Sin embargo, la transferencia g6nica de IL-12 o IP-10 de forma 
independiente, en las mismas dosis que cuando son combinados, inducen tan 
solo niveles del 7-9% con un ratio de 100 a 1, La combinacion de IP-10+ IL-12 
permite obtener una actividad citotoxica especifica mucho mayor cuando son 
administradas de forma combinada que cuando cada sustancia es administrada 

25 de forma aislada e individual. 

Experimentos similares se llevaron a cabo para demostrar que la 
actividad citotoxica detectada es especifica frente a c6lulas CT26. Celulas 
efectoras extraidas de bazos de animates con tumores similares tratados con 
5x1 0 8 ufp de AdCMVIP-10 + 7,5x1 0 7 ufp de AdCMVIL-12 en un volumen de 50 ^ 

30 I de solucion salina (PBS) se enfrentaron, en las mismas proporciones E:D, 
durante el mismo tiempo y mismas condiciones, frente a c6lulas P815, c6lulas 
P815 incubadas durante el ensayo con el peptido AH1, c6lulas P815 incubadas 
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durante el ensayo con el peptido P815AB y celulas YAC-1 todas ellas marcadas 
con Cr 51 de la forma descrita anteriormente. Los peptidos AH1 (SEQ ID NO: 6) 
(38) y P815AB (SEQ ID NO: 7) (39), restringidos a H-2L d fueron sintetizados 
siguiendo la tecnica FMOC (40) y su pureza analizada por cromatografia liquida 
5 de alta afinidad (HPLC). Los niveles de liberation de Cr 51 se realizaron de la 
misma manera que el experimento anterior. Los resultados (figura 5B) muestran 
que se detecta actividad citotoxica exclusivamente frente a las celulas P815 
incubadas con el peptido AH1 (determinate antigenico especifico de celulas 
CT26) mientras que frente al resto de celulas diana no se detecta actividad 

10 citotoxica. Con estos resultados queda demostrado que la actividad citotdxica 
inducida por la combination IP-10 + IL-12 es especifica frente al tumor tratado y 
se reconoce uno de los antfgenos identificados en el (38) y presentado por la 
molecula del CMH-I H 2L d 

Para estudiar la generacidn de inmunidad protectiva frente a una nueva 

15 administracidn de celulas tumorales, se realizd la inoculacidn de 5 x 10 s celulas 
CT26 en 50 ul de solution salina 2 meses despues de la desaparicion del primer 
tumor en 10 animates tratados con IP-10 + IL-12. Como grupo control se utili- 
zaron animates sanos a los cuales se les inoculd la misma cantidad de celulas 
tumorales. En ninguno de los 10 ratones que previamente ya rechazaron el 

20 primer tumor se detectaron nodulo tumoral alguno. Todos los animales del 
grupo control desarrollaron tumores. Con este experimento queda demostrado 
el desarrollo de inmunidad sistemica protectiva despues de la transferencia 
genica de IP-10 e IL-12. 

25 Description de las fiouras 

Figura 1A: Construction del adenovirus recombinante defectivo que contiene el 
gen murino IP-10 (AdCMVIP-10). 

Figura 1B: Analisis mediante la tecnica de Western Blotting con un anticuerpo 
30 policlonal frente a la protelna murina IP-10 de sobrenadantes de celulas HepG2 
no transfectadas (1), infectadas con AdCMVIP-1 0 a una MOI de 65 (3), trans- 
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fectadas con el plasmido pAdloxlP-10 (4) y proteina IP-10 recombinante de 
raton como control positive (2). 

Figura 2: Ensayo de biofuncionalidad de IP-10 codificada por AdCMVIP-10 
5 mediante la cuantificacion de la capacidad para atraer linfocitos T activados: 

Ensayo de transmigration a traves de una membrana de policarbonato 
con poros de 5^m de diametro que separa dos camaras, en la inferior se 
encuentra la sustancia quimiotactica y en la superior blastos de celulas T 
activadas con ConA. La actividad quimiotactica de proteina IP-10 recombinante 

io (rlP-10) de rat6n purificada a una concentration de 10ng/ml, sobrenadante de 
celulas HepG2 infectadas 48 horas antes con AdCMVLacZ, AdCMVIP-10 (con o 
sin anticuerpos neutralizantes anti IP+10 MAb) o celulas no infectadas, control 
(C) en abcisas, es cuantificada mediante el recuento por campo microsebpico 
de blastos del numero de c6lulas T estimuladas con Con-A adheridas a la cara 

15 inferior de la membrana (numero celulas/campo (40x) en ordenadas). 

Figura 3: Efectos de la inyeccion intratumoral con AdCMVIP-10. 

N6duIos tumorales inducidos en ratones BALB/c mediante la inoculation 
subcutenea de 5x1 0 6 c§lulas CT26 en el flanco derecho fueron inyectados intra- 

2 0 tumoralmente 9 dias despues con B) AdCMVIP-10 (10 9 upf), C) AdCMVLacZ 

(10 9 upf) o A) con solucibn salina (PBS), como control. La evolucion individual 
(en dias, abcisas) de los tumores fue evaluada midiendo dos di£metros 
perpendiculares. El valor representado en ordenadas es la media aritmetica de 
ambos dtemetros, en mm. 

25 

Figura 4: Combinaci6n de AdCMVIP-10 e AdCMVIL-12. 

Grupos de ratones con tumores subcutaneos de celulas CT26 recibieron 
una inyeccion intratumoral 9 dias despu6s de la inducci6n tumoral con los 
adenovirus: B) AdCMVIL-12, C) AdCMVIP-10 + AdCMVLacZ, D) AdCMVIP-10 + 

3 0 AdCMVIL-12, E) AdCMVLacZ + AdCMVIL-12, F) AdCMVIP-10 + AdCMVIL-12 o 

A) solucion salina. La evolucion del diametro tumoral fue monitorizada 
individualmente (dias postratamiento en abcisas). Las dosis administradas y la 
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fraction de animales cuyos tumores fueron rechazados, -en quebrado y %- 
aparecen tambien indicados. 

Figura 5: La transduction intratumoral con IP-10 e IL-12 permite aumentar los 
linfocitos T citotoxicos especificos frente al tumor 

a. Se extrajeron los bazos de ratones Balb/c con tumores subcutaneos de 
celulas CT26 tratados con los adenovirus indicados. Las celulas de dichos 
bazos fueron re-estimulados in-vitro durante 6 dfas con celulas CT26 tratadas 
con Mitomicina-C para, posteriormente, medir su actividad citotoxica frente a 
celulas CT26 mediante ensayos de liberation de Cr 51 de 5 horas de duracidn. 
Los datos representan en ordenadas la media de los niveles de lisis 
especifica (%) + EEM a diferentes proporciones de celulas efectoras frente a 
celulas diana (E:D), en abcisas, a partir de tres experimentos independientes. 

b. Celulas de bazo de ratones que rechazaron tumores de celulas CT26 
despues del tratamiento con AdCMVIP-10 y AdCMVIL-12 se cultivaron in- 
vitro durante 6 dias con celulas CT26 tratadas con Mitomicina-C. Se estudio 
la actividad citotdxica de los linfocitos de dichos bazos frente a celulas P815, 
YAC-1, P815 + 10ng/ml de los octapeptidos indicados AH1 o P815AB 
(peptido control) mediante ensayos de liberation de Cr 51 . Los datos 
representan en ordenadas la media de lisis especifica + EEM de dos 
experimentos. Con respecto al ratio (E:D) en abcisas, de celulas efectoras 
frente a celulas diana. 
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RE1V1NDICACIONES 

1. Uso combinado de la proteina inducible por interferon gamma 10 (IP- 
5 10) y la interleucina 12 (IL-12) en la fabrication de composiciones utiles para el 

tratamiento de tumores malignos, particularmente del adenocarcinoma de colon 
metastasico. 

2. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la composition 
consiste en un sistema de expresidn recombinante que expresa conjuntamente 

io IP-10 y IL-12 fragmentos de las mismas que tengan el mismo efecto antitumoral. 

3. Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el sistema de 
expresion recombinante consiste en un vector viral. 

4. Uso segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el vector viral 
consiste en un adenovirus, un virus adeno-asociado, un alfa virus, un herpes- 

15 virus o un lentivirus defective o combinaciones de los mismos. 

5. -Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el sistema de 
expresion recombinante consiste en un vector no viral. 

6. Uso segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el vector no viral 
consiste en un plasmido. 

2 0 7. Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el sistema de 

expresion recombinante consiste en una molecula de ADN o ARN, o 
combinaciones de los mismos. 

8. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la composition 
comprende las propias protelnas recombinantes IP-10 e IL-12 obtenidas in vitro 

25 o fragmentos de las mismas que tengan el mismo efecto antitumoral. 

9. Uso combinado de la proteina inducible por interferon gamma 10 (IP- 
10) y la interleucina 12 (IL-12) en la preparation de composiciones utiles en la 
induction de una respuesta citotoxica frente a antigenos o c6lulas tumorales. 

10. Uso combinado de la proteina inducible por interferon gamma 10 (I P- 

3 0 10) y la interleucina 12 (IL-12) como adyuvante en composiciones inductoras de 

respuestas inmunitarias. 
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11. Uso segun la revindication 9, caracterizado porque la composition 
consiste en una formulation de vacuna. 

12. Uso de IP-10 en la preparation de composiciones que potencien el 
efecto antitumoral de IL-12 . 
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<120> Uso combinado de la quimiocina IP-10 y la interleu- 

cina-12 en la preparation de composiciones para el trata- 

miento de tumores malignos. 
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<300> 

<301> Ohmori, Y. and Hamilton, T.A. 

<302> A macrophage LPS-inducible early gene encodes the murine homologue of IP- 
10 

<303> Biochem. Biophys. Res. Commun. 

<304>168 

<305> (3) 

<306> 1261-1267 (1990) 
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<400> 

catcccgagc caaccttccg gaagcctccc catcagcacc atg aac cca agt get gec gtc 61 

Met Asn Pro Ser Ala Ala Val 
5 

att ttc tgc etc ate ctg ctg ggt ctg agt ggg act caa ggg ate cct 
lie Phe Cys Leu lie Leu Leu Gly Leu Ser Gly Thr Gin Gly He Pro 

10 15 20 

etc gca agg acg gtc cgc tgc aac tgc ate cat ate gat gac ggg cca 
Leu Ala Arg Thr Val Arg Cys Asn Cys He His He Asp Asp Gly Pro 

25 30 35 

gtg aga atg agg gee ata ggg aag ctt gaa ate ate cct gcg age eta 
Val Arg Met Arg Ala He Gly Lys Leu Glu He He Pro Ala Ser Leu 
40 45 50 55 

tec tgc cca cgt gtt gag ate att gee acg atg aaa aag aat gat gag 253 
Ser Cys Pro Arg Val Glu He He Ala Thr Met Lys Lys Asn Asp Glu 

60 65 70 

cag aga tgt ctg aat ccg gaa tct aag ace ate aag aat tta atg aaa 3 01 
Gin Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Thr He Lys Asn Leu Met Lys 

75 80 85 

gcg ttt age caa aaa agg tct aaa agg get cct taa ctg gagtgaagee 350 
Ala Phe Ser Gin Lys Arg Ser Lys Arg Ala Pro 

90 95 
acgcacacac cccggtgctg cgatggatgg acagcagaga gcctctctcc atcactcccc 410 
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<210> 5 
<211> 1088 
<212> ADN 
<213> Rat6n 
<220> 
<221>CDS 
<222> 66..362 
<220> 

<221> polyA_sefial 
<222> 1065.. 1070 
<220> 

<221> polyA_sitio 
<222> 1088 
<220> 

<221> cod6n termination 

<222> 99 

<300> 

<301> Vanguri, P. and Farber, J.M. 

<302> Identification of CRG-2. An interferon-inducible mRNA predicted to encode a 
murine monokine 
<303> J. Biol. Chem. 
<304> 265 
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<305> (25) 

<306> 15049.15057 (1990) 
<400> 



aagcgcttca tccaccgctg agagacatcc cgagccaacc ttccggaagc ctccccatca 60 
gcacc atg aac cca agt get gec gtc att ttc tgc etc ate ctg ctg ggt 110 
Met Asn Pro Ser Ala Ala Val He Phe Cys Leu He Leu Leu Leu 
5 10 is 

ctg agt ggg act caa ggg ate cct etc gca agg acg gtc cgc tgc aac tgc 161 
Leu Ser Gly Thr Gin Gly He Pro Leu Ala Arg Thr Val Arg Cys Asn Cys 

20 25 30 

ate cat ate gat gac ggg cca gtg aga atg agg gee ata ggg aag ctt gaa 212 
He His He Asp Asp Gly Pro Val Arg Met Arg Ala He Gly Lys Leu Glu 

35 40 45 

ate ate cct gcg age eta tec tgc cca cgt gtt gag ate att gec acg atg 263 
He He Pro Ala Ser Leu Ser Cys Pro Arg Val Glu He lie Ala Thr Met 
50 55 60 65 

aaa aag aat gat gag cag aga tgt ctg aat ccg gaa tct aag ace ate aag 314 
Lys Lys Asn Asp Glu Gin Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Thr He Lys 

70 75 80 

aat tta atg aaa gcg ttt age caa aaa agg tct aaa agg get cct taa 362 
Asn Leu Met -Lys Ala Phe Ser Gin Lys Arg Ser Lys Arg Ala Pro 

85 90 95 

ctggagag aagccacgca cacaccccgg tgctgtgatg gacagcagag agcctgtctc 420 
tccatcactc ccctttaccc agtggatggc tagtcctaat tgcccttggt cttctgaaag 480 
gtgaccagcc gtggtcacat cagctgctac tcctcctgca ggatgatggt taagccatgg 54 0 
tcctgagaca aaagtaactg ccgaagcaag aattctttaa gggctggtct gagtcctcac 600 
tcaagtggct gggatggctg tcctagctct gtactgtaag ctatgtggag gtgcgacgcc 660 
cttcaccatg tgccacgccc caggctgctc cccacaccct ccttgtcctc cctagctcag 720 
getegtcagt tctgagttta cctgagctct tttatttcag atgtaagact acaaatttaa 780 
gtttgtaagg acaaacttaa ccaccatctt cccaaggggt tatcaagata ctcagaggaa 840 
cctggaaatg tatgtgtaaa tactatttaa tgaacgactg tacaaagtag aattcctaga 900 
tgtatttttt gtatgctttg cattgtatat ggaagaactt gtgtcatcaa gtatgtatca 960 
atgggtagtt aaagtttatt tttaaaaccg tccaatacct tttgtattat gtaacattca 1020 
aaagacaatg tactgtattg aaagtagtaa gagacccaaa atgtaataaa gtaataataa 1080 
ctgacatg 1088 
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<212> peptido 

<213> secuencia artificial 
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<223> AH1 
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<301> Huang, A.Y., P.H. Gulden, A.S. Woods, M.C. Thomas, CD. Tong, W. Wang, V. 
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<303> Proc Natl Acad Sci USA 
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<306> 9730 

<400> 

Ser Pro Ser Tyr Val Tyr His Gin 
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